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La presente invention concerne le variant V617F de la proteine tyrosine kinase JAK2, 
ledit variant etant responsable de la Polyglobulie de Vaquez. L'invention se rapporti 
egalement a une methode de diagnostic des syndromes myeloproliferatifs impliquant le 
variant JAK2 V617F et a l'identification d'inhibiteurs specifiques et de siRNA. 

La polyglobulie de Vaquez (PV) est un syndrome myeloproliferatif chronique, associant 
une polyglobulie vraie et, souvent, une thrombocytose et une hyperleucocytose. n s'agit 
d'une maladie acquise, clonale, de la cellule souche hematopoi^tique. Les progeniteurs 
hematopoletiques de PV sont capables de former des colonies erythroblastiques en 
1'absence d'erythropoietine (Epo), appelees « colonies spontanees ». Une 
hypersensibilite des prog6niteurs erythroblastiques de PV a plusieurs autres facteurs de • 
croissance a egalement ete demontree : Interleukine-3 (IL-3), Granulocyte Macrophage- - 
Stimulating Factor (GM-CSF), Stem Cell Factor (SCF), et Insuline Like Growth Factor 
(IGF-1). Plusieurs equipes se sont interessees a la physiopathologie de la PV, mais < 
l'anomalie moleculaire a l'origine de la maladie est restee inconnue a ce jour (H.' Pahl 
2000). 

L'hypersensibilite des progeniteurs de PV a plusieurs cytokines conduit a rechercher 
des anomalies touchant les voies de transduction du signal communes aux recepteurs 
aux cytokines. L'existence d'un marqueur moleculaire n'a jamais dte mise en evidence 
dans la PV, mais etant donnees les similitudes entre la PV et les autres syndromes 
myeloproliferatifs, en particulier la LMC, il parait probable que des mecanismes 
moleculaires proches de ceux induits par Bcr-Abl soient responsables de 1'avantage de 
proliferation du clone malin et de sa differenciation terminale. Cette hypothese a ete 
confirmee recemment dans deux syndromes myeloproliferatifs rares, les syndromes 
myeloproliferatifs associes a une translocation impliquant la region chromosomique 
8pll qui induit une activation constitutive du recepteur du FGF et le syndrome 
hypereosinophilique, dans Iequel une deletion chromosomique cryptique aboutit a un 
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gene chimerique PDGFRa-FIP ILL Dans les deux cas, les anomalies moleculaires sont 
a l'origine de prot6ines de fusion ayant une activite tyrosine kinase constitutive. 

Dans la PV, U n'a pas ete trouve d'anomalie cytogenetique recurrente, meme si une 
5 deletion 20q est detectee chez 10 a 15% des patients, et une perte d'heterozygotie en 9p 
dans environ 30% des cas (Kralovics, 2002). Cependant, ces anomalies ne sont pas 
specifiques de la maladie. 



Les cellules de PV presentant une independance a l'Epo, des recherches ont ete 
10 entreprises sur la voie du recepteur de l'Epo (R-Epo). Tout d'abord, le recepteur est 
normal tant sur le plan structurel que fonctionnel (Hess et al., 1994; Le Couedic et a].; 
1996; Means et al., 1989). La phosphatase SHP-1 qui dephosphoryle R-Epo et JAK2 a 
1'arret de la stimulation par l'Epo, est normalement exprimee au niveau ARN et 
prot6ique (Andersson et al., 1997; Asimakopoulos et al., 1997). Plus en aval dans la 
15 signalisation de R-Epo, une activation anormale de STAT5 a ete recherch6e dans les 
polynucleaires (PNN) de patients presentant une PV sans retrouver d'anomalie. En 
revanche, une phosphorylation constitutive de STAT3 a et<§ mise en evidence dans les 
PNN de 4 cas de PV sur 14 etudies (Roder, 2001). Enfin, l'expression de la prot6ine 
anti-apoptotique bcl-xl, cible transcriptionnelle de STAT5, a ete etudiee en 
20 immunohistochimie et en cytometric de flux (Silva et al., 1998). II a ainsi ete montre 
que bcl-xl etait hyperexprimee dans les erythroblastes de PV et notamment a un stade 
plus mature ou cette proteine n'est normalement plus exprimee. 



Dans la polyglobulie de Vaquez, les principaux criteres diagnostiques sont k ce jour 
25 cliniques (criteres du PVSG; Pearson, 2001). Le diagnostic biologique ne repose 
actuellement que sur la realisation des cultures de progeniteurs erythroides en l'absence 
d'Epo (detection des colonies endogenes). En raison de I'expertise necessaire a sa 
bonne realisation, et l'importance du « temps-technicien » dcpense, cet examen n'est 
pas disponible dans tous les centres, et n'est fiable que lorsqu'il est realise par un 
To~ "laSdratbTreexpe^^ 

pour une bonne sensibilite, ce qui est n'est pas anodin pour le patient. 
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Par des techniques d'hybridation soustractive, une equipe allemande a clone un gene 
hyperexprime dans les PNN de PV, appele PRV1 (Polycythemia Rubra Vera 1) 
(Temerinac et al., 2000). La proteine PRV-1 appartient a la superfamille des recepteurs 
de surface uPAR. L'hyperexpression de TARNm codant pour PRV-1 dans les 
5 polynucleaires de PV est facilement detectable par RT-PCR en temps reel, et constitue 
un marqueur de la maladie de decouverte r6cente, sans role physiopathologique. 
Cependant, les etudes recemment publiees montrent qu'il n'est ni tres sensible ni tres 
specifique. 

10 Spivak JL et aL, en 2003 (« Chronic myeloproliferative disorders. » ; Hematology ; 
2003 ;200 24.) decrit certains marqueurs de la PV. Les mRNA de Pantigene neutrophile 
NBI/CD177 sont surexprimes dans les granulocytes de patients PV. Ce marqueur ne 
semble toutefois pas un moyen fiable de detecter les PV, certains malades ne presentant 
pas cette surexpression ou cette surexpression pouvant etre observee sur des sujets 

15 atteints de syndromes myeloproliferatifs autres que la Polyglobulie de Vaquez. Une* 
expression deficiente du recepteur a la thrombopoietine, Mpl, est egalement retrouvee* 
dans les syndromes myeloproliferatifs chroniques mais pas specifiquement de PV. 

Ainsi, il n'existe dans Tetat de la technique aucune methode permettant un diagnostic 
20 fiable de la PV. En outre, les seuls traitements disponibles ne sont pas specifiques. II 
s'agit de saignees pour maintenir l'hcmatocrite dans les limites de la normale, ou 
Temploi d'agents cytotoxiques, ou encore dIFN. 

Dans le cadre de la presente invention, nous avons non seulement decouvert une 
25 mutation dans le gene JAK2 dans environ 90% des patients testes mais nous avons 
egalement etabli que cette mutation est responsable d'une activation constitutive de cette 
tyrosine kinase et demontre que son inhibition permet de bloquer la proliferation et la 
differenciation spontanees des erythroblastes de P V. 

30 JAK2 appartient a la famille des Janus Kinases (JAKs), qui regroupe plusieurs tyrosine 
kinases intracytoplasmiques : JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2. Les proteines JAK sont 
impliquees dans la signalisation intracellulaire de nombreux recepteurs membranaires 
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qui n'ont pas d'activite tyrosine kinase intrinseque, comme certains membres de la 
superfamille des recepteurs aux cytokines et en particulier le recepteur a l'Epo (R-Epo). 
La proteine JAK2 est codee par un gene qui comporte 23 exons. L'ADN 
complementaire a une taille de 3500 paires de bases, et code pour une proteine de 1 132 
acides amines (130 kD) (Figure 1). Nous avons identifie par PCR et sequencage une 
mutation ponctuelle dans 1'exon 12 de JAK2 chez pres de 90 % des patients atteints de 
PV. Le codon 617 « GTC », codant normalement une Valine (V), est mute en « TTC », 
codant une Phenylalanine (F). Cette mutation V617F n'est pas retrouvee chez les 25 
temoins ou patients atteints de polyglobulie secondaire testes. 

Ainsi, Invention apporte pour la premiere fois un outil de diagnostic et ouvre la voie au 
traitement cible de la PV et egalement des syndromes myeloproliferatifs associ6es a 
cette mutation. 



Description de Pinventinn 



Ainsi, dans un premier aspect, la presente invention concerne la proteine isolee JAK2 
(Janus kinase 2), en particulier la proteine Homo sapiens Janus kinase 2 (NCBI 
accession number NM_004972 ; GL13325062), comprenant une mutation sur l'acide 
amine 617 (codon 617 de lADNc a compter de l'ATG), plus particulierement la 
mutation V617F, ci-apres denomme variant JAK2 V617F, telle que presentee a la SEQ 



ID No 1 ci-dessous 



SEQ ID No 1 (V617F Homo sap ie ns Janus kinase 2 ou .TAK2 V617F) 

MGMACLTMTEMEGTSTSSIYQNGDISGNANSMKQIDPVLQVYLYHSLGKSEAD 

YLTFPSGEYVAEEICIAASKACGITPVYHNMFALMSETERIWYPPNHVFHIDEST 

RHNVLYRmFYFPRWYCSGSNRAYRHGISRGAEAPLLDDFVMSYLFAQWRHDF 

VHGWIKVPVTHETQEECLGMAVLDMMRJAKENDQTPLAIYNSISYKTFLPKCIR 
A-IOQDYHILTRl^mYRFRMQQre 

EVKEPGSGPSGEEIFATIIITGNGGIQWSRGKHKESETLTEQDLQLYCDFPNIIDVS 
IKQANQEGSNESRVVTIHKQDGKNLEIELSSLREALSFVSLIDGYYRLTADAHHY 
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LCKEVAPPAVLENIQSNCHGPISMDFAISKLKKAGNQTGLYVLRCSPKDFNKYF 
LTFAVERENVIEYKHCLITKNENEEYNLSGTKKNFSSLKDLLNCYQMETVRSDN 
nFQFTKCCPPKPKDKSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQPJ'THMNQMVFHKIRNEDL 
IFNESLGQGTFTKIFKGVRREVGDYGQLHETEVLLKVLDKAHRNYSESFFEAAS 
5 MMSKISHKHLVLNYGVCF^CGDENILVQEFVKFGSLDTYLKKNKNCINILWK 
LEVAKQLAWAMHFLEENTLIHGNVCAKNILLIREEDRKTGNPPFDCLSDPGISIT 
VLPKDILQERIPWVPPECIENPKNLNLATDKWSFGTTLWEICSGGDKPLSALDSQ 
RKLQFYEDRHQLPAPKWAELANLINNCMDYEPDFRPSFRAIIRDLNSLFTPDYE 
LLTENDMLPNMRIGALGFSGAFEDRDPTQFEERHLKFLQQLGKGNFGSVEMCR 
10 YDPLQDNTGEWAVKKLQHSTEEHLRDFEREIEILKSLQHDNIVKYKGVCYSAG 
RRNLKLIMEYLPYGSLRDYLQKHKERIDHIKLLQYTSQICKGMEYLGTKRYIHR 
DLATRNILVENENRVKIGDFGLTKVLPQDKEYYKVKEPGESPIFWYAPESLTES 
KFSVASDVWSFGWLYELFTYIEKSKSPPAEFMRMIGNDKQGQMIVFHLIELLK 
NNGRLPRPDGCPDEIYMIMTECWNNNVNQRPSFRDLALRVDQIRDNMAG 

15 

L'invention vise egalement des equivalents de cette proteine mutee en position 617 chez 
d'autres mammiferes, par exemple les JAK2 V617F chez d'autres mammiferes tels que 
le rat (NM_031514), le pore, la souris (NM_008413),... ainsi que des variants de la 
SEQ ID No 1 qui comportent en outre une ou plusieurs modifications qui n'affectent pas 
20 l'activit6 et la structure 3D du variant. 

L'invention porte egalement sur une sequence nucleotidique codant pour la SEQ ID No 
1, de preference la SEQ ID No 2 (sequence du gene humain JAK2 avec le codon TTC 
au lieu de GTC sur le codon 617 (mutation g/t en position 1849, si apres denommee 
25 par Gl 849T, a partir de I ATG marquant le debut de la traduction). 

Cette sequence peut se trouver dans un vecteur viral ou plasmidique ou encore un ADN 
nu sous le controle d'un promoteur efficace dans les cellules de mammiferes. 
L'invention s'etend done a un vecteur exprimant la proteine JAK2 V617F. 
30 Le vecteur de l'invention peut etre un vecteur de clonage et/ou d'expression et peut etre 
utilise pour transferer une cellule hote, notamment une cellule de mammifere, de 
preference une lignee progenitrice CD34+ humaine. 
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15 
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I/invention porte egalement sur un animal transgenique non humain exprimant JAK2 
V617F recombinante. Cet animal peut de preference etre une souris ou un rat. Les rats 
ou souris transgeniques servant de modele peuvent etre obtenues par toute methode 
couramment utilisee par lTiomme du metier, notamment un Knock-in (insertion ciblee 
d'une sequence) par recombinaison homologue ou recombinaison dirigee avec les 
systeme Cre-LoxP ou FLP-FRT dans des cellules ES. Selon un mode prefere de 
realisation de Pinvention, la cellule transgenique selon Pinvention est obtenue par 
ciblage genique (« gene targeting ») du variant JAK2 G1849T au niveau d'une ou des 
sequences du genome de la cellule hdte. Plus precisement, le transgene est insere de 
maniere stable par recombinaison homologue au niveau de sequences homologues dans 
le genome de la cellule bote. Lorsqu'il s'agit d'obtenir une cellule transgenique en vue 
de produire un animal transgenique, la cellule hote est de preference une cellule souche 
embryonnaire (cellule ES)(Thompson et aL, 1989). Le ciblage g6nique represente la 
modification dirigee d'un locus chromosomique par recombinaison homologue avec 
une sequence d'ADN exogene ayant une homologie de sequence avec la sequence 
endogene ciblee. On distingue differents types de ciblage genetique. Ici, le ciblage 
genique peut etre utilise plus particulierement pour remplacer le gene JAK2 sauvage par 
le gene variant JAK2 G1849T ou toute autre variant genetiquement similaire. Dans ce 
cas, le ciblage genique est appele « Knock-in » (K-in). Alternativement, le ciblage 
genique peut etre utilise pour diminuer ou annihiler Pexpression de JAK2 sauvage puis 
pour introduce le gene du variant de JAK2. II s'agit alors de ciblage genique appele 
« Knock-Out » (KO) (voir Bolkey et aL, 1989). La cellule selon Pinvention se 
caracterise en ce que le transgene est integre de maniere stable dans le genome de ladite 
cellule, et en ce que son expression est controlee par les elements de regulation du gene 
endogene. Par integration de maniere stable, on entend signifier Insertion du transgene 
dans PADN genomique de la cellule selon Pinvention. Le transgene ainsi insere est 
ensuite transmis a la descendance_cellulaire. L'mtegration du transgene est realisee en _ 
amontTen avaTouTu milieu du"gene "endogene cible JAkI Facukativement7un^ ou" 
plusieurs genes de selection positive ou negative peuvent etre utilises. On peut aussi 
utiliser des regions d'ADN d'homologie avec le locus cible, de preference au nombre de 
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deux, situe de part et d' autre de la portion du gene rapporteur ou de part et d'autres de la 
sequence complete a inserer. Par «regions d'ADN d'homologies», on entend designer 
deux sequences d'ADN qui, apres un alignement optimal et apres comparaison, sont 
identiques pour habituellement au moins environ 90% a 95% des nucl6otides et, 
5 preferentiellement, au moins environ 98 a 99,5% des nucleotides. L' alignement optimal 
des sequences pour la comparaison peut etre realise au moyen de ralgorithme 
d'homologie locale de Smith et Waterman (1981), au moyen de l'algorithme 
d'homologie locale de Neddleman et Wunsch (1970), au moyen de la methode de 
recherche de similarity de Pearson et Lipman (1988), au moyen de logiciels 

10 informatiques utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST N, FASTA 
et TFASTA dans le Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 
575 Science Dr., Madison, WI). Bien que aussi peu que 14 pb homologue a 100% soient 
suffisantes pour realiser la recombinaison homologue dans les bacteries et les cellules 
de mammifere, des portions de sequences homologues plus longues sont preferees (en 

15 general ces portions font au moins 2000 pb, de preference au moins 5 000 pb pour < 
chaque portion de sequence homologue. Avantageusement, la sequence JAK variant est J 
inserSe dans Tensemble des elements assurant une regulation du type endog^ne, c f est a 
dire un ensemble comprenant au moins le promoteur, des sequences regulatrices V 
(enhanceurs, silenceurs, insulateurs), les signaux de terminaison du gene JAK • 

20 endogene. 

Selon un mode de realisation particulier, le transgene JAK G1849T comprend au moins 
la sequence codante, une cassette de selection positive encadr£e ou non de sites- 
specifiques a Taction des recombinases, par exemple une cassette Lox/Neo-TK/Lox ou 

25 lox/Neo/lox ou FRT/N eo-TK/FRT ou FRT/Neo/FRT pouvant etre egalement presente 
en position 5' de ladite sequence, et caracterise en ce que une cassette de selection 
negative contenant par exemple le ou les g6nes DTA et/ou TK est presente a au moins 
une des extremites du transgene. Le transgene de la presente invention est de preference 
derive directement d'une sequence d'ADN exogene presente naturellement dans une 

30 cellule animale. Cette sequence d'ADN sous forme native peut etre modifiee par 
exemple par insertion de sites de restriction necessaires au clonage et/ou par insertion de 
sites de recombinaison site specifiques (sequences lox et flp). 
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A cet efFet, le variant JAK2 G1849T peut etre clone dans un vecteur de clonage qui 
pennet d'en assurer sa propagation dans une cellule hote, et/ou facultativement dans un 
vecteur depression pour assurer P expression du transgene. Les technologies de l'ADN 
recombinant utilisees pour la construction du vecteur de clonage et/ou d'expression 
selon Invention sont connues de 1-homme du metier. Les techniques standard sont 
utilisees pour le clonage, l'isolement de l'ADN, 1 'amplification, et la purification ; les 
reactions enzymatiques impliquant l'ADN ligase, l'ADN polymerase, les endonuclelses 
de restriction sont effectuees selon les recommandations du fabricant. Ces techniques et 
les autres sont generalement realisees selon Sambrook et al, 1989). Les vecteurs 
incluent des plasmides, les cosmides, les bacteriophages, les retrovirus et autres virus 
animaux, les chromosomes artificiels, tels les YAC, BAC, HAC et autres vecteurs 
analogues. 

Les methodes pour generer des cellules transgeniques selon 1'invention sont decrites 
dans Gordon et al., 1989. Diverses techniques pour transferer des cellules de 
mammiFeres ont ete revues par Keon et al., 1990. Le transgene selon 1'invention, 
facultativement compris dans un vecteur linearise ou non, ou sous la forme d'un 
fragment de vecteur, peut etre introduit dans la cellule hote par des methodes standard 
telles que par exemple la micro-injection dans le noyau (US 4,873,191), la transfection 
par precipitation au phosphate de calcium, la lipofection, l'electroporation (Lo, 1983), le 
choc thermique, la transformation avec des polymeres cationiques (PEG, polybrene, 
DEAE-Dextran. ..), ou encore l'infection virale (Van der Putten et al, 1985). 



Lorsque les cellules ont ete transferees par le transgene, elles peuvent etre cultivees in 
vitro ou bien etre utilisees pour produire des animaux transgeniques non humains. Apres 
transformation, les cellules son t ensemencees sur une couche nourric iere et/ou dans un 
mffieu appropnerLei- cellules content "la" Wn^ct^'peu^It^e "detectees" en" 
utilisant un milieu Q^WHf a w a« + ^ 



w„«w t *wxx H ^tAvciiL cure aecectees en 

utilisant un milieu selectif. Apres un temps suffisant pour laisser les colonies pousser, 
celles-ci sont recuperees et analys6es pour determiner si un evenement de 
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recombinaison homologue et/ou une integration de la construction se sont produits. 
Pour realiser le criblage des clones susceptibles de satisfaire a la recombinaison 
homologue, des marqueurs positifs et negatifs, encore appeles genes de selection, 
peuvent etre inseres dans le vecteur de recombinaison homologue. Differents systemes 

5 de selection des cellules ayant realist Fevenement de recombinaison homologue ont ete 
decrits (pour revue US 5,627,059). Ledit gene de selection positive selon P invention est 
de preference choisi parmi les genes de resistance aux antibiotiques. Parmi les 
antibiotiques, on peut citer de maniere non exhaustive la neomycine, la tetracycline, 
Pampicilline, la kanamycine, la phleomycine, la bleomycine, l'hygromycine, le 

10 chloramphenicol, la carbenicilline, la geneticine, la puromycine. Les genes de resistance 
correspondant a ces antibiotiques sont connus de Fhomme du metier ; a titre d'exemple, 
le gene de resistance a la neomycine rend les cellules resistantes a la presence de 
l'antibiotique G418 dans le milieu de culture. Le gene de selection positif peut 
6galement etre selectionne parmi le gene HisD, Fagent selectif correspondant etant 

15 rhistidinol. Le gene de selection positif peut egalement etre selectionne parmi le gene 
de la guanine-phosphoribosyl-transferase (GpT), F agent selectif correspondant etant la 
xanthine. Le gene de selection positif peut 6galement etre selectionne parmi le gene de 
Fhypoxanthine-phosphoribosyl-transferase (HPRT), F agent selectif correspondant etant 
Phypoxanthine. Le ou les marqueurs de selection utilises pour permettre d'identifier les 

20 evenements de recombinaison homologue peuvent affecter par la suite V expression * 
genique, et peuvent etre elimin6s, si necessaire, par la mise en oeuvre de recombinases 
site sp6cifiques telle la recombinase Cre specifique des sites Lox (Sauer, 1994; 
Rajewsky et al, 1996; Sauer, 1998) ou FLP specifique des sites FRT (Kilby et aL 9 
1993). 

25 

Les colonies positives, c'est-&-dire contenant des cellules dans lesquelles au moins un 
ev6nemcnt de recombinaison homologue s'est produit sont identifiees par une analyse 
par southern blotting et/ou par des techniques de PCR. Le taux d'expression, dans les 
cellules isotees ou les cellules de l'animal transg6nique selon Pinvention, de l'ARNm 
30 correspondant au transg&ie peut egalement etre determine par des techniques 
comprenant T analyse par northern blotting, F analyse par hybridation in situ, par RT- 
PCR, Egalement les cellules ou tissus animaux exprimant le transgene peuvent etre 
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identifies en utilisant un anticoips dirige contre la proteine rapporteuse. Les cellules 
positives peuvent ensuite etre utilisees pour realiser les manipulations sur 1'embryon et 
notamment l'injection des cellules modifiees par recombinaison homologue dans les 
blastocystes. 

Pour ce qui concerne la souris, les blastocystes sont obtenus a partir de femelles 
superovulees de 4 a 6 semaines. Les cellules sont trypsinees et les cellules modifiees 
sont injectees dans le blastocele d'un blastocyste. Apres l'injection, les blastocystes sont 
introduits dans la corne uterine de femelles pseudo-gestantes. On laisse ensuite les 
femelles aller jusqu'a leur terme et les portees resultantes sont analyses pour 
determiner la presence de cellules mutantes possedant la construction. L'analyse d'un 
phenotype different entre les cellules de 1'embryon nouveau-ne et les cellules du 
blastocyste ou des cellules ES permet de detecter les nouveau-nes chimeriques. Les 
embryons chim6riques sont ensuite eleves jusqu'a l'age adulte. Les chimeres ou 
animaux chimeriques, sont des animaux dans lesquels seule une sous-population de 
cellules possede un genome altere. Les animaux chimeriques presentant le gene ou les 
genes modifies, sont en general croises entre eux ou avec un animal de type sauvage 
afin d'obtenir une descendance heterozygote ou homozygote. Les heterozygotes males 
et femelles sont ensuite croises pour generer des animaux homozygotes. A moins qu'il 
ne soit indique, 1'animal transgenique non humain selon l'invention comprend des 
changements stables de la sequence nucleotidique des cellules de la lignee germinale. 

Selon un autre mode de realisation de l'invention, la cellule transgenique non humaine 
selon l'invention peut servir de cellule donneuse de noyau dans le cadre d'un transfer! 
de noyau ou transfert nucleaire. Par transfert nucleaire, on entend d6signer le transfert 
de noyau d'une cellule vivante donneuse de vertebre, d'un organisme adulte ou au stade 
ftetal, dans le cytoplasme d^une cellule receveuse enucleee de la meme espece ou d'une 
espece differente. Le noyau transfere est reprogramme pour diriger le devcloppement 
des ^ryons clones qui peuvent ensuite etre tra nsferes dans des^nelles porteuses 
>bur-pfbaulre"iei" foetus ef felnouveau^ ou uti!ise7pour produke7eT"ceHures"de la 
masse cellulaire interne en culture. Differentes techniques de clonage nucleaire sont 
susceptibles d'etre utilisees ; parmi celles-ci, il convient de citer de maniere non 
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exhaustive celles qui font l'objet des demandes de brevet WO 95 17500, WO 97/07668, 
WO 97 07669, WO 98 30683, WO 99 01163 et WO 99 37143. 

Ainsi, 1 'invention s'etcnd egalement a un animal transgenique non humain comprenant 
5 une sequence recombinante codant pour JAK2 V617F. Ces animaux peuvent etre 
homozygotes ou heterozygotes (JAK2 V617F / JAK2 V617F ou JAK2 V617F / JAK2). 
Ces animaux reproduisent notamment la polyglobulie de Vaquez, mais egalement tout 
syndrome myeloproliferatif induit par JAK2 V617F. Us permettent done de realiser un 
criblage fonctionnel d'inhibiteurs de tyrosine kinase, notamment un criblage 
1 0 d f inhibiteurs specifiques de JAK2 V6 1 7F. 

Une autre alternative peut consister a injecter un vecteur adenoviral capable d'exprimer 
le variant JAK2 V617F pour induire de maniere transitoire la polyglobulie de Vaquez et 
des syndromes myeloproliferatifs. 

15 OutUs de diagnostic 

Dans un troisieme aspect, Tinvention vise les outils de diagnostic permettant de d^tecter 
la presence ou l'absence de la mutation JAK2 V617F chez un mammifere atteint ou 
susceptible de presenter un syndrome myeloproliferatif, notamment chez les patients 
20 montrant une polyglobulie ou dont on suspecte qu'ils pr6sentent les symptomes de la 
polyglobulie de Vaquez. 

A ce titre, ^invention se rapporte aux amorces et sondes permettant de detecter la 
presence ou l'absence de la mutation dans la sequence SEQ ID No 2 decrite ci-dessus. 
25 Plus particulidrement, l'invention a trait a un acide nucleique isole ayant unc sequence 
d f au moins 10, 12, 15, 20, 30, 40 ou encore 50 nucleotides consecutifs (par exemple de 
10 a 30 nucleotides ou de 10 a 25 nucleotides) de l'exon 12 ou de la sequence SEQ ID 
No 3 ou 4 ci-dessous et comprenant le nucleotide mute t 1849 , par exemple de 10 a 30 
nucleotides. 

30 

SEQ ID No 3 



12 

ctcatatgaaccaaatggtgtttcacaaaatcagaaatgaagatttgatatttaatgaaagccttggccaaggcacttttacaaag 

atttttaaaggcgtacgaagagaagtaggagactacggtcaactgcatgaaacagaagttcttttaaaagttctggataaagcac 

acagaaactattcagagtcfflcfflgaagcagcaagtat gatgagcaagctttctcacaapcamprgttttaaattatggap tatp 

1849 

& tctgtggagacgagaatattctggttcaggagtttf rtaaaa^^ 

gtataaatatattatggaaacttgaagttgctaaacagttggcatgggccatgcattttctagaagaaaacacccttattcatggga 

atgtatgtgccaaaaatattctgcttatcagagaagaagacaggaagacaggaaatcctcctttcatcaaacttagtgatcctgg 
cattagtattacagttttgccaaaggacattcttcaggag 

La sequence soulignee designe un exemple de zones en amont ou en aval pennettant le 
design de sondes ou d'amorces specifiques de la mutation en position 1849 (SEQ ID No 
4). 

Exemple de different es amorces et sondes preferees de l'invention : 
SUR ADN, AMORCES DE PCR : 

SENS 5 '-GGGTTTCCTCAGAACGTTGA-3 ' (54804-54823) (SEQ ID No 5) 
ANTI-SENS 5 ' -TTGCTTTCCTTTTTC ACAAG A-3 ' (55240-55260) (SEQ ID No 6) 

SUR ADN, AMORCES DE SEQUENCAGE : 

SENS 5 '-CAGAACGTTGATGGCAGTTG-3 ' (548 1 3-54832) (SEQ ID No 7) ' 

ANTI-SENS 5 '-TGAATAGTCCTACAGTGTTTTC AGTTT-3 ' (55207-55233) (SEQ 
ID No 8) 

SUR CDNA, AMORCES DE PCR ET SEQUENCAGE : 

SENS 5'-CAACCTCAGTGGGACAAAGAA-3 ' (1386-1407) (SEQ ID No 9) 

ANTI-SENS 5'-GCAGAATATTTTTGGCACATACA-3'(201 9-2041) (SEQ ID No 10) 



SONDES SNPS ET DETECTION DE MUTATION ET SIRNA (1 829-1 870) : 
TTTTAA ATTA TGGAGTATG TGTC TGTG GAGACGAGA ATATTC (SEP ID No 1 1 )_ 
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Dans un autre aspect, l'invention se rapporte a une methode de diagnostic in vitro ou 
vivo permettant de detecter la presence ou l'absence de mutation JAK2 V617F dans 
echantillon. 



Tests avec les acides nucleiaues de l'invention 



Dans un premier mode de realisation, le variant G1849T (correspondant a la mutation 
JAK2 V617F) peut etre detecte par analyse de la molecule d'acide nucleique du gene 
JAK2. Dans le cadre de la presente invention, on entend par "acide nucleique" un 
ARNm, l'ADN genomique ou l'ADNc derive de l'ARNm. 



La presence ou l'absence de Facide nucleique du variant G1849T peut etre detecte par 
sequencage, amplification et/ou hybridation avec une sonde et des amorces specifiques, 
telles que decrites ci-dessus : sequence derivee des SEQ ID No 3 ou 4 et SEQ ID No 5 a 
11. 



L'invention propose done une methode ex vivo ou in vitro pour determiner la presence 
ou l'absence du variant G1849T du gene JAK2 dans un echantillon d'un patient attaint 
de PV ou susceptible de developper une PV ou tout autre syndrome myeloproliferatif 
comprenant : 

a) l'obtention d'un echantillon d'acide nucleique du patient, 

b) la detection de la presence ou de l'absence du variant G 1 849T du gene JAK2 dans 
ledit echantillon d'acide nucleique, 

caracterisee en ce que la presence du variant G1849T est une indication de PV ou de 
tout autre syndrome myeloproliferatif. 

L'echantillon d'acide nucleique peut etre obtenu a partir de n'importe quelle source 
cellulaire ou biopsie de tissu. Des exemples non limitatifs de sources cellulaires 
disponibJes incluent les cellules sanguines, notamment les cellules progenitrices 
CD34+, ou toute autre cellule obtenue a partir de fluide corporel, tels que le sang, le 
plasma, le serum... Selon le syndrome myeloproliferatif recherche, il est egalement 
possible de prelever des cellules buccales, epitheliales, des fibroblastes ou toute autre 
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cellule presente dans un tissu obtenu par biopsie, par exemple de tumeurs solides. 
L'ADN peut etre extrait en utilisant toute methode connue de Petat de la technique, 
telles que les methodes decrites dans Sambrook et al. (1989). L'ARN peut egalement 
etre iso!6, par exemple a partir de tissus obtenus lors d'une biopsie, en utilisant des 
methodes standard bien connues de 1'homme du metier, telles que l'extraction par le 
guanidiumthiophenate-phenol-chlorophorme. 

Le variant G1849T du gene JAK2 peut etre detecte dans un echantillon d'ARN ou 
d'ADN, de preference apres amplification. Par exemple, l'ARN isole peut etre soumis a 
une transcription-reverse puis une amplification, telles que une reaction RT-PCR en 
utilisant les oligonucleotides specifiques du site mute ou qui permettent l'amplification 
de la region contenant la mutation, par exemple I'exon 12 ou la sequence SEQ ID No 3 
ou 4. L'expression « oligonucleotide » est utilisee ici pour designer un acide nucleique 
d'au moins 10, de preference entre 15 et 25 nucleotides, de preference inferieur a 100 
nucleotides, et qui est capable de s'hybrider a l'ADN genomique de JAK2, a PADNc ou 
encore k PARNm. 



Les oligonucleotides de Pinvention peuvent etre marques selon toute technique connue 
par Phomme du metier, tels que des marqueurs radioactifs, fluorescents ou 
enzymatiques. Un oligonucleotide marqu6 peut etre utilise comme sonde pour detecter 
la presence ou Pabsence du variant G 1 849T du gene JAK2. 

Ainsi, les sondes et amorces utiles selon Pinvention sont celles qui s'hybrident 
specifiquement a la region du gene JAK2 a proximite du nucleotide en position 1 849 
(numerotation a partir de 1ATG marquant le debut de la transcription). 

Dans la methode explicitce ci-dessus, les acides nucleiques peuvent etre amplifies par 
PCR avant la detection de la variation allelique. Les methodes pour la detection de la 
variation allelique sont decrites par exemple dans Molecular Cloning - A Laboratory 
I^uar"~Secohd " Edition," SamFrbokT Fritsch and "Maniatis ^ColT Spring Harbor 
Laboratory, 1989) et Laboratory Protocols for Mutation Detection, Ed. by U. 
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Landegren, Oxford University Press, 1996 et PCR, 2eme edition par Newton & 
Graham, BIOS Scientific Publishers Limited, 1997. 

A ce titre, il est possible de combiner une etape d' amplification suivie par une etape de 
5 detection permettant de discriminer les echantillons en fonction de la presence ou de 
P absence du variant recherche. 

Differentes techniques adaptees a cet effet sont presentees dans EP 1 1 86 672, telles que 
le sequen?age d'ADN, le sequen?age par hybridation SSCP, DGGE, TGGE, 1 'analyse 
10 heteroduplex, CMC, le clivage enzymatique de mesappariements, « hybridization based 
solid phase hybridization », les puces a ADN (DNA Chips), solution phase 
hybridization Taqman™ (US 5,210,015 et US 5,487,972) », ainsi que la technique 
RFLP- 

15 La detection peut etre realisee en utilisant differentes methodes alternatives : FRET, 
fluorescence quenching, fluorescence polarisee, chemiluminescence, 
electrochemiluminescence, radioactivite et methode colorimetrique. 

La methode selon Pinvention peut inclure ou exclure les etapes consistant a obtenir. 
20 P6chantillon et a extraire Pacide nucleique dudit echantillon. 

Comme indique ci-dessus, P6chantillon utilise peut etre du sang ou tout autre fluide 
corporel ou tissu obtenu d'un individu. Apres les 6tapes d'extraction et de purification 
de Pacide nucleique, P amplification PCR au moyen des amorces decrites ci-dessus peut 
25 etre utilisee pour ameliorer la detection du signal. 

Ainsi, la methode selon Pinvention peut comprendre Petapc d' amplification au moyen 
desdites amorces, suivie par une etape d'hybridation avec au moins une sonde, de 
preference deux sondes qui s'hybrident en condition de forte stringence aux sequences 
30 correspondant a la region de la mutation G1849T mentionnee ci-dessus et la detection 
du signal produit par les marqueurs desdites sondes. 
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Detection de la proteine mutee JAK2 V617F 

Selon un autre mode de realisation, le variant peut etre detecte directement au sein de la 
proteine JAK2. 

A cet effet, Finvention vise une methode ex vivo ou in vitro pour detecter la presence ou 
rabsence du variant JAK2 V617F dans un echantillon d«un patient atteint ou susceptible 
de developper la PV ou tout autre syndrome myeloproliferatif comprenant : 

a) Pobtention d'un echantillon du patient, 

b) la detection de la presence ou de I'absence du variant JAK2 V61 7F, 
caracterisee en ce que la presence dudit variant est une indication de la PV ou de tout 
autre syndrome myeloproliferatif. 

Ledit variant JAK2 V617F peut Stre detecte par toute methode appropriee connue de 
Petat de la technique. 

Plus particulierement, un echantillon, obtenu d'un individu, peut etre mis en contact 
avec un anticorps specifique du variant V617F de la proteine JAK2, par exemple un 
anticorps qui est capable de faire la distinction entre le variant V617F et la proteine 
JAK2 non mutee (et de tout autre proteine). 

Les anticorps de la presente invention peuvent Stre des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux, simple chaine ou double chaine, des anticorps chimeriques, humanises ou 
des portions de molecules d'immunoglobuline comprenant les portions connues de 
Petat de la technique comme correspondant aux fragments de liaison a Pantigene 
[fragment humain, humain, F(ab')2 et F(v)]. 

Ces anticorps peuvent etre immunoconjugues, par exemple avec une toxine ou un 
marqueur. 
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Les protocoles pour l'obtention d'anticorps polyclonaux sont bien connus de rhomme 
du metier. Typiquement, de tels anticorps peuvent etre obtenus par P administration du 
variant JAK2 V617F par injection souscutanee a des lapins blancs de Nouvelle-Zelande 
5 qui ont prealablement ete prepares pour obtenir un serum pr6-immunitaire. Les 
antigenes peuvent etre injectds jusqu'a 100 jil par site & 6 differents sites. Les lapins 
sont prepares deux semaines avant la premiere injection puis periodiquement stimules 
par le meme antigene, environ trois fois toutes les six semaines. Un 6chantillon de 
serum est alors obtenu dix jours apres chaque injection. Les anticorps polyclonaux sont 
10 ensuite purifies du serum par chromatographic d'affinite en utilisant la proteine JAK2 
V61 7F pour capturer les anticorps. 

Les anticorps monoclonaux sont preferes aux anticorps polyclonaux a cause de leur 
haute specificite. 

15 L'obtention de tels anticorps monoclonaux est a la portee de Phomme du metier, 
sachant que le variant JAK2 V617F presente une structure 3D diff&rente de la proteine 
JAK2 sauvage. L'expression « anticorps monoclonal » signifie un anticorps qui est 
capable de reconnaitre seulement un epitope d'un antigene. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre prepares par immunisation d'un mammifere, 
20 par exemple une souris, un rat, ou d'autres mammiferes avec le variant JAK2 V617F 
purifie. Les cellules du mammifere immunise produisant les anticorps sont isolees et 
fixsionnees avec des cellules de myelomes ou d'hdtero-myelomes pour produire des 
cellules hybrides (hybridomes). 

25 Les cellules d'hybridomes produisant Tanticorps monoclonal sont utilisees comme 
sources pour la production de Tanticorps. Les techniques de generation d'anticorps 
n'impliquant pas une immunisation sont egalement visees par Tinvention. II s'agit par 
exemple de la technologie « phage display ». 

30 Les anticorps diriges contre le variant JAK2 V617F peuvent dans certains cas presenter 
une reaction croisee avec la proteine JAK2 sauvage. Si tel est le cas, une selection des 
anticorps specifiques du variant V617F est necessaire. A ce titre, on pcut utiliser par 



18 



5 



10 



15 



25 



exeraple une chromatographic d'affinite avec la proteine JAK2 sauvage pour capturer 
les anticorps qui presenterait une reaction croisee avec JAK2 sauvage. 

Ainsi, l'invention vise un anticorps monoclonal reconnaissant specifiquement le variant 
JAK2 V617F ainsi que les lignees d'hybridomes le produisant. 

L'invention porte egalement sur un test ELISA au moyen dudit anticorps pour detecter 
la presence ou l'absence du variant JAK2 V617F dans un echantillon. 

Une alternative a l'utilisation des anticorps peut consister par exemple a la preparation 
et l'identification d'haptameres qui sont des classes de molecules permettant une 
reconnaissance moleculaire specifique. 

Les haptameres sont des oligonucleotides ou des oligopeptides qui peuvent 
virtuellement reconnaitre n'importe quelle classe de molecules cibles avec une haute 
affinite et specificite. 



Kits 



Dans un autre aspect, l'invention concerne des kits pour determiner si un patient est 
atteint de la polyglobulie de Vaquez ou de tout autre syndrome myeloproliferatif 
20 impliquant le variant JAK2 V61 7F. 

Le kit de l'invention peut comprendre une ou plusieurs sondes ou amorces telles que 
defmies ci-dessus pour la detection specifique de la presence ou de Fabsence de la 
mutation G1849T dans le gene JAK2. 



Le kit peut egalement comprendre une polymerase thermoresistante pour 1' amplification 
PGR, une ou plusieurs solutions pour ramplification et/ou l'etape d 'hybridation, ainsi 
que tout reactif permettant la detection du marqueur. 
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Dans un autre mode de realisation^ le kit "comprend un anticorps tel que ^efini ci-dessus. 
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Les kits de l'invention peuvent contenir en outre tout reactif adapte a Thybridation ou k 
la reaction irnmunologique sur support solide. 

siRNA de l'invention 

5 

Dans un quatrieme aspect, l'invention porte egalement sur des siRNA permettant de 
diminuer de plus de 50%, 75%, 90% ou 95% ou encore de plus de 99% Texpression de 
JAK2 raut6e en position 617, en particulier de JAK2 V617F. Ces siRNA peuvent etre 
injectes dans les cellules ou tissus par lipofection, transduction, ou electroporation. lis 
10 permettent de detruire specifiquement les ARNm codant pour JAK2 V617F impliquant 
de nombreuses applications therapeutiques possibles, notamment le traitement de la 
polyglobulie de Vaquez. 

Des siRNA sont decrits dans US 60/068562 (CARNEGIE). L' ARN est caracterisS en ce 

15 qu'il possede une region avec une structure double brin (db). L'inhibition est specifique 
de la sequence cible, la sequence nucleotidique d'un brin de la region db de TARN 
comprenant au moins 25 bases et etant identique a la portion du gdne cible. La sequence 
nucleotidique de l'autre brin de la r6gion db de TARN est complementaire a celle du . 
premier brin et a la portion du gene cible. Par ailleurs, la demande WO 02/44 321 . 

20 (MIT/MAX PLANCK INSTITUTE) decrit un ARN double brin (ou des 
oligonucleotides de meme nature synthetises chimiquement) dont chaque brin a une 
longueur de 19 k 25 nucleotides et qui est capable d'inhiber specifiquement Texpression 
post transcriptionnelle d'un gene cible par un processus d' interference ARN afin de 
determiner la fonction d'un gene et afin de moduler cette fonction dans une cellule ou 

25 un organisme. Enfin, WO 00/44895 (RIBOPHARMA) porte sur un procede d'inhibition 
de Texpression d*un gene cible donn£ dans une cellule eucaryote in vitro, dans lequel 
un ARNdb forme de deux ARN simples brins separes est introduit dans la cellule, un 
brin de TARNdb presentant une region complementaire du gene cible caracterise en ce 
que la region complementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 

30 Lhomme du metier pourra se ref^rer k I'enseignement contenu dans ces documents 
pour la preparation des siRNA de la prSsente invention. 
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Plus specifiquement, Invention porte sur des ARN double brin d'environ 15 i 30 
nucleotides, 19 a 25 nucleotides, ou de preference environ 21 nucleotides de long 
complements (brin 1) et identique (brin 2) a la sequence SEQ ID No 3 comprenant la 
mutation G1849T. Ces siRNA de Invention peuvent comporter en outre un 
dinucleotide TTouUUa l'extremite 3'. 

De nombreux programmes sont disponibles pour le design des siRNA de 1'invention: 

- "siSearch Program" a http://sonnhaiT m erxgb.ld.se/siSearch/ S iSearch_1.6.html 
("Improved and automated prediction of effective siRNA", Chalk AM, Wahlesdelt C 
and Sonnhammer ELL, Biochemical and Biophysical Research Communications' 
2004). 

- "SiDirect" a http://design.mai.jp/sidirect/index.php (Direct: highly effective, target- 
specific siRNA design software for mammalian RNA interference, Yuki Naito et al 
Nucleic Acids Res, Vol. 32, No. Web Server issue © Oxford University Press 2004). 

- "siRNA Target Finder" de Ambion a l'adresse 

http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_tools.html 

- Le " siRNA design tool « du Whitehead Institute of Biomedical Research au MIT a 

l'adresse http://jura.wi.mit.edU/pubmt0ittp://iona.wi.mit.edu/siRNAex1/ 
D'autres programmes sont listes k : 

http://web.mit.edu/mmcmanus/www/homel.2files/siRNAs.htm, 
notanunenthttp://amena.b^ 

Par exemple, pour la sequence TATGGAGTATGTT ,849 TCTGTGGAGA (SEQ ID No 
12), le siRNA sens est UGGAGUAUGUUUCUGUGGAdTdT (SEQ ID No 13) et le 
siRNA antisens est UCCACAGA AACAUACUCCAdTdT (SEQ ID No 1 4). 
Dans un mode de realisation particulier, les siRNA de Invention decrit ci-dessus sont 
testes et selectionnes pour leur capacite a reduire, voir bloquer speciquement 
l'expression de JAK2 V617F en affectant le moins possible 1'expression de JAK2 
sauvage. Par exemple, l'invention vise des siRNA permettant une diminution superieure 
a 80* 90o/o, 95o/o ou 99 % de l'expression de JAK2 V617F et aucune diminution ou une 
diminution inferieu re a 5QQ/o, 25Q/o, 15%,U)% ou 5% ou en core in ferieur e aj%de _ 
JAK2 sauvage. ~ 
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Dans un autre mode de realisation, Tinvention concerne une molecule ddRNAi telle que 
decrite de maniere generique dans la demande WO 01/70949 (Benitec) mais ciblant 
specifiquement JAK2 V617F. Le ddRNAi de Tinvention permet l'extinction de la 
sequence codant pour JAK2 V617F et comprend i) une sequence identique a la SEQ ID 

5 No 3, 4 ou 11; (ii) une sequence complementaire a la sequence defini en (i); (iii) un 
intron separant lesdites sequences (i) et (ii); Introduction de cette construction dans une 
cellule ou un tissu produisant un ARN capable d'alterer Pexpressibn de JAK2 V617F. 
L'invention porte 6galement sur un animal non humain genetiquement modifie 
comprenant une ou plusieurs cellules contenant une construction genetique capable de 

10 bloquer, de retarder ou de reduire Texpression de JAK2 V617F dans TanimaL La 
methode de production d'un tel animal genetiquement modifie est presentee dans WO 
04/022748 (Benitec). 

Methodes de criblage 

15 

Dans un cinquieme aspect, l'invention a pour objet une methode de criblage 
dinhibiteurs specifiques de JAK2 V617F. 

Par "inhibiteurs sp6cifiques n , on entend designer des composes presentant un ratio IC50 
20 sur JAK2 / IC50 sur JAK2 V617F superieur a 5, 10 5 25, ou encore 50. Par exemple, le 
compost possede une IC50 JAK2 V617F inferieure a 1 |iM, de preference 100 nM alors 
qu f il possede une IC50 JAK2 superieure a 5 |iM ou 10 |iM. 

Cette m6thode peut etre mise en oeuvre a Taide de la proteine de Pinvention, d'une 
25 fraction membranaire comprenant ladite proteine, une cellule exprimant ladite proteine 
ou encore un animal transgenique non humain tel que decrit plus haut. 

Ainsi, Tinvention porte sur un test permettant de determiner Tinhibition specifique de 
JAK2 V617F par un ou plusieurs composes comprenant les etapes consistant a mettre 
30 en contact un ou plusieurs composes avec la proteine JAK2 V617F decrite ci-dessus, 
une fraction membranaire comprenant JAK2 V617F ou encore une cellule exprimant 
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JAK2 V617F decrite ci-dessus dans des conditions appropriees pour xine fixation et une 
detection de la fixation specifique et/ou de Tinliibition de JAK2 V617F. 
Ce proc6de peut comprendre en outre une mesure de la fixation sur JAK2 sauvage. 
Ce proc&te peut 6galement consister en une succession de tests de plusieurs molecules 
5 et comprendre une etape de selection des molecules presentant une IC50 pour JAK2 
V61 7F infdrieure a 1 jxM, de preference 100 nM. 

Ce precede peut comprendre en outre une etape de selection negative des molecules 
mentionnees ci-dessus qui possedent une IC50 pour JAK2 inferieure a 5 ou 1 jxML 

10 ^invention porte sur un criblage in vitro tel que dScrit ci-dessus dans lequel on 
determine par immunoprecipitation Tinhibition de la phosphorylation de JAK2 V6I7F. 

^invention porte egalement sur un criblage in vivo sur des cellules progenitrices 
CD34+ JAK2 V617F qui sont capables de se differencier sans erythropoietine (Epo). De 

)5 telles cellules isolees de patients atteints de la polyglobulie de Vaquez. Les cellules 
CD34+ JAK2 V617F peuvent etre mises en culture dans un milieu comprenant du SCF 
et IL-3. Les composes sont rajoutes dans le milieu de culture et on determine la capacite 
des cellules a prolifercr et a se differencier en cellules 36+/GPA-. On selectionne les 
composes pour lesquels une diminution du nombre de clones 36+/GPA- est observee. 

20 Ainsi ? Pinvnetion porte sur la methode de criblage ci-dessus au moyen de cellules 
primaires progenitrices CD34+ JAK2 V617F qui sont capables de se differencier sans 
erythropoietine (Epo) ou sur des lignees cellulaires devenues facteur independantes par 
introduction du variant JAK2 V617F. 

On peut egalement utiliser toute lignee cellulaire de mammifere decrite ci-dessus 
25 exprimant JAK V61 7F recombinants 

L ! invention porte egalement sur une methode pour Identification de candidats 
medicaments comprenant les etapes consistant a administrer des composes a un animal 

transg6nique non humain exprimant JAK2 V617Fjelj^^d^rft 

30" reproduisant la polyglobulie de vaquez et/ou 6tant atteint d'un syndrome 
myeloproliferatif assocte a la presence de JAK2 V617F, a determiner Teffet du compose 
et s61ectionner les candidats medicaments pour lesquels on observe une diminution ou 
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un blocage de la proliferation et de la differentiation spontanees des erythroblastes de 
polyglobulie de vaquez ou une diminution de la proliferation cellulaire associe a la 
presence deJAK2 V617R 

5 Plus parti culierement, cette methode est realisee avec une souris K-in JAK2 V617F ou 
un rat K-in JAK2 V61 7F tel que decrit ci-dessus. 

Parmi ces composes, on peut citer par exemple les siRNA ciblant l'exon 12 mute de 
JAK2 mentionnes ci-dessus, en parti culier des siRNA ciblant la sequence SEQ ID No 3, 
10 4 ou encore la sequence SEQ ID No 1 1 comprenant le nucleotide mute t 1849 . 

Un autre aspect de Finvention porte sur V utilisation desdits SiRNA ou ddRNAi decrits 
ci-dessus, et des composes inhibant spScifiquement JAK2 V617F pour la fabrication 
d'un medicament Ledit medicament est notamment destine au traitement des cancer du 

15 sang, en particulier les syndromes myeloproliferatifs comprenant la Polyglobulie de , 
Vaquez, la thrombocythenie essentielle, la splenomegalie myeloide ou my61ofibrose 
primitive et la leuc6mie myeloide chronique (LMC). Ledit medicament est egalement 
destine au traitement d'autres hemopathies malignes; associees & la mutation JAK2 • 
V617F, et le cas echeant des tumeurs solides, des carcinomes, des melanomes et des : 

20 neuroblastomes, qui expriment JAK2 V617F. 

Pour la suite de la description et pour les exemples, on se referera aux figures dont la 
legende est indiquee ci-dessous. 

25 Legendes 

Figure 1 : Decouverte du role cle de JAK2 dans la PV 

A Tetat basal, JAK2 est fixe sur la box 1 a Tetat non phosphoryle. La liaison a TEPO 
modifie la confbnnation du recepteur et permet la transphosphorylation de JAK2 qui en 
30 retour phosphoryle les residus intracytoplasmiques de EPO-R et recrute ainsi les 
differents effecteurs positifs ( -> ) ou negatifs ( -| ) de la transduction du signal. 
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Figure 2 : Mise au point d'un modele de culture de progeniteurs CD34+ de PV qui 
peuvent se differencier sans erythropoietine. 

2A- culture avec Epo, SCF et IL-3 
2B- culture sans Epo. 

Figure 3: L'inhibition des voies JAK-STAT, Pi3-K et Src kinase empeche la 
differenciation erythroi'de spontanee. 

Figure 4: Protocole d'inhibition de JAK2 dans les progeniteurs de PV. 
Figure 5: Resultats de V inhibition de JAK2 dans les progeniteurs de PV. 

5A- Diminution de la capacite de clonage des 36+/gpa- Culture J1-J6 en SCF-IL3, 

electroporation 35 tri J6 (morpho/36+/gpa-). 

Methyl SCF seul. Compte a J 13 (J7 post tri) 

5B- Structure de JAK2 avec la mutation V617F (exon 12) 

Exemple 1: Identification de la mutation JAK2 V617F dans 39/43 patients. 

La mise au point d'un modele de culture cellulaire des progeniteurs pathologiques et 
l'utilisation d'inhibiteurs biochimiques nous a permis d'etablir que les voies JAK2- 
STAT5, PI3 kinase, et Src kinases sont necessaires a la differenciation independante de 
1'Epo des progeniteurs de PV (Ugo et al, 2004). Ces resultats nous ont conforte dans 
notre hypothese selon laquelle la lesion moleculaire primaire a 1'origine de la PV devait 
etre une anomalie d'une proteine clef aboutissant a la deregulation d'une voie de 
signalisation, comme une mutation d'une tyrosine kinase lui conferant une activite 
constitutive. Neanmoins, c'est l'etude de 43 patients atteints de la polyglobulie de 
Vaquez qui a permis d'identifier le role cle de la proteine JAK2, qui est la proteine 
situee le plus en amont dans ces differentes voies de signalisation, et qui est commune 
aux voies de signalisation des recepteurs aux cytokines pour lesquelles des anomalies de 
reponse ont ete decrites dans la PV. Nous avons etudie l'implication de la proteine 
kinase JAK2 dans la physiopathologie de la PV par 3 abords complementaires : 

- un abord fonctionncl (inhibition de JAK2 dans les cellules de PV par ARN 
interference^ 

- un abord genomique (sequenpage des 23 exons du gene), et 



25 



- un abord biochimique a la recherche d'une anomalie de phosphorylation de JAK2 a 
1'origine d'une activation constitutive. 

Le materiel biologique utilise provient de patients consentants atteints de polyglobulie 
et correspond aux residus de prelevements realises a visee diagnostique adresses au 
Laboratoire Central d'H6matologie de l'Hotel Dieu, et a des saignees therapeutiques. 

1.1 Etude fonctionnelle 

L'etude de la fonction de JAK2 dans les erythroblastes de patients atteints de 
polyglobulie de Vaquez a ete realisee en transduisant par electroporation des 
erythroblastes de PV avec un siRNA specifique de la sequence JAK2 (AMBION, 
Huntingdon, Angleterre) reconnaissant comme cible une sequence situee sur 1'exon 15 
de 1'ARNm de JAK2. Nous avons montre que 1'inhibition de JAK2 diminuait fortement 
la capacite de clonage et la differenciation « spontan6e » des progeniteurs de PV en 
l'absence d'Epo. Les progeniteurs erythroblastiques normaux transfectes avec ie siRNA 
JAK2 ont un potentiel clonogenique diminue de 70% par rapport au siRNA contrdle ce 
qui confirme 1'efficacite de la transfection avec le siRNA JAK2. Dans la PV, les effets 
de 1'inhibition de JAK2 dans les progeniteurs Erythroblastiques ont ete etudies dans un 
tnodele de culture sans Epo, permettant d'etudier les cellules du clone malin. Nous 
avons compare le potentiel clonogenique, l'apoptose et la differenciation des 
progeniteurs erythroblastiques de PV apres transfection par un siRNA JAK2 compare a 
un siRNA contrdle. L'etude du potentiel clonogenique des prog6niteurs de PV cultives 
sans Epo montre une tres nette diminution du nombre de colonies apres transfection du 
siRNA JAK2 par rapport au siRNA contrdle. L'etude en cytometric de flux de 
l'apoptose de ces cellules montre une augmentation significative de l'apoptose dans les 
cellules transferees par le siRNA JAK2 compares au siRNA non relevant (70 versus 
53%). L'etude des effets du siRNA JAK2 sur la differenciation (acquisition de la 
Glycophorine A detectee en cytometric de flux), ne montre qu'une legere difference 
entre les progeniteurs transfectes par le siRNA JAK2 versus le siRNA controle. 

Les resultats des etudes cellulaires ont done montre que JAK2 etait necessaire a la 
differenciation independante de 1'Epo des progeniteurs erythroides de PV. Les premiers 
resultats des etudes biochimiques (immunoprecipitation) montrent une phosphorylation 
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de JAK2 plus prolongee apres deprivation en cytokines des progeniteurs erythroi'des de 
PV par rapport a des cellules normales. 

1 .2 Etude genomique de JAK2 

5 

La PCR sur les 23 exons a ete mise au point sur un sujet normal a partir d'ADN 

genomique. Puis nous avons Studies 3 patients atteints de PV apres avoir extrait PADN 

genomique de cellules erythroides obtenus in vitro aprds culture cellulaire. 

Nous avons identifie une mutation ponctuelle situee dans l'exon 12 de JAK2, presente 
10 chez 2 des 3 patients testes. Cette mutation touche la base n° 1849 de la sequence 

codante [numerotation debutant a PATG], GenBank NM_004972) transforme le codon 

61 7 de la proteine JAK2 (V6 1 7F). 

Codon 617 normal : gtc code pour une Valine (V) 
Codon 6 1 7 mute : ttc code pour une Phenylalanine (F) 
15 Nous avons verifie grace aux bases de donnees publtees sur Internet qu'il ne s'agissait 

pas d'un polymorphisme connu. 

Nous avons ensuite elargi la cohorte. A ce jour, la mutation a ete retrouvee chez 39 
patients atteints de PV sur les 43 cas testes. Aucun temoin (15 cas testes) ou patient 
atteint de polyglobulie secondaire (1 8 cas testes) n'a ete trouve porteur de la mutation. 

20 

R£sultats du sequen^age chez les patients 

• 39 mutes / 43 PV testes (90%) 

• 2/3 heterozygotes 

• 13/39 « homozygotes » soit 30% des cas (meme proportion que la perte 
25 d ! heterozygotie en 9p) 

Controles 

° 0 cas mutes sur 33 temoins testes 

- Dont 1 5 sujets normaux 

- Et 18 polyglobulies secondares (pas de colonies spontanees) 

30 

La decouverte de cette anomalie de JAK2 explique rhypersensibilite a de nombreux 
facteurs de croissance impliquee dans la PV (Epo, TPO, IL-3, IL-6, GM-CSF, insuline). 
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En effet, JAK2 est une proteine impliquee dans les voies de signalisation des recepteurs 
de ces cytokines. 

De plus, P association de J AK2 avec R-Epo est singuliere en cela que JAK2 est fixe a R- 

5 Epo de fa9on constitutive : P association JAK2/R-Epo initiee dans Pappareil de Golgi, 
est necessaire au processing de R-Epo a la membrane des erythroblastes. Une anomalie 
de JAK2 a Porigine de modifications de ^association de JAK2 avec R-Epo pourrait 
done expliquer la predominance de Phyperplasie medullaire sur la lignee 
6rythroblastique, alors que cette proteine est impliquee dans de nombreuses voies de 

10 signalisation. Par ailleurs, Moliterno et coll (Moliterno et aL, 1998; Molitemo et Spivak, 
1999) ont mis en evidence un defaut d' expression membranaire de mpl, lie a un defaut 
de glycosylation. 11 est possible que JAK2 soit, par analogie avec R-Epo, necessaire au 
processing de c-mpL L' anomalie de JAK2 pourrait alors expliquer le defaut 
depression membranaire de c-mpl, retrouve dans la PV. 

15 - 
JAK2 se lie a R-Epo sur son domaine proximal au niveau d'un domaine tres conserve, 
la Box2. En Tabsence de stimulation par l'Epo, JAK2 est constitutivement fixe a R- 
Epo, mais sous forme non phosphorylee done non active. Apres stimulation du ^ 
recepteur par l'Epo, les deux molecules JAK2 se phosphorylent, puis phosphorylent R-- 

20 Epo, ce qui permet le recrutement puis la phosphorylation d'autres proteines impliquees 
dans la transduction du signal, comme les proteines STATS, Grb2, PI3K. La proteine 
JAK2 presente, comme toutes les JAKs, un domaine kinase fonctionnel (JH1), un 
domaine pseudo-kinase sans activite tyrosine kinase (JH2), et plusieurs domaines 
conserves (JH3-JH7), caracteristiques des membres de la famille des JAKs. Le domaine 

25 JH2 semblc implique dans la regulation de Pactivite tyrosine kinase de JAIC2. D'apres 
les donnees disponibles de cartographie proteique de JAK2 (Lindauer, 2001), Pacide 
amine 617 est situe dans ce domaine JH2, et d'apres des etudes de modelisation, dans 
une region particulierement importante pour la regulation de Pactivite kinase. 

30 

Au dela de Pinteret physiopathologique de cette decouverte (comprehension des 
mecanismes d'independancc aux cytokines, d6membremcnt des differents SMP), la 



28 



mise en evidence de la mutation chez un patient oflre pour la premiere fois un test 
permettant d'affirmer le diagnostic. Dans une demarche medicale diagnostique, la 
recherche de la mutation de JAK2 pourra se faire sur les polynucleaires sanguins, qui 
appartiennent au clone malin. 

L'invention offre egalement la mise au point d'un traitement sp6cifique, de type 
inhibiteur de kinase specifique de la proteine mutee, ou therapie genique. 
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REVINDICATIONS 

1. Proteine isolce JAK2 (Janus kinase 2), caracterisee en ce qu'elle comprend une 
mutation sur l'acide amine 617, plus particulierement la mutation V617F, ci-apres 
denomme "variant JAK2 V617F", dont la sequence est present6e a la SEQ ID No 1, ou 
une sequence similaire chez d'autres mammiferes. 

2. Sequence nucleotidique codant pour le variant JAK2 V617F selon la revendication 1, 
notamment la sequence SEQ ID No 2 possedant la mutation t/g en position 1 849 a partir 
dc l'ATG marquant le debut de la transcription. 

3. Vecteur de clonage et/ou d'expression viral, plasmidique ou sous forme d'ADN nu 
caracterise en ce qu'il comprend la sequence selon la revendication 2 sous le controle 
d'un promoteur efficace dans les cellules de mammiferes. 

4. Cellule de mammifere exprimant le variant JAK2 V617F recombinant selon la 
revendication 1. 

5. Animal transgenique non humain exprimant JAK2 V617F recombinant selon la 
revendication 1. 

6. Animal transgenique non humain selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il 
s'agit d'une souris ou d'un rat ayant integre dans son genome au moins la sequence 
codante pour JAK2 V61 7F par rccombinaison homologue ou recombinaison dirigee. 

7. Animal transgenique non humain selon la revendication 5 ou 6 caracterise en ce qu'il 
est homozygote JAK2 V617F / JAK2 V617F ou heterozygote JAK2 V617F / JAK2, 
lesdits animaux reproduisant la polyglobulie de Vaquez et/ou des syndromes 
myeloproliferatifs induits par JAK2 V61 7F. 
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8. Sondes ou amorces comprenant de 10 a 30 nucleotides consecutifs de la sequence 
SEQ ID No 3 ou 4 et comprenant le nucleotide mute t 1849 . 

9. Sondes ou amorces selon la revendication 8 s&ectionnees parmi les sequences SEQ 
ID No 5 a 11. 

10. Methode ex vivo ou in vitro pour determiner la presence ou Pabsence du variant 
G1849T du gene JAK2 dans un echantillon d'un patient atteint de PV ou susceptible de 
developper une PV ou tout autre syndrome myeloproliferatif comprenant : 

a) Pobtention d'un echantillon d'acide nucleique du patient, 

b) la detection de la presence ou de Pabsence du variant G 1 849T du gene JAK2 dans 
ledit echantillon d'acide nucl&que, 

caracterisee en ce que la presence du variant G1849T est une indication de PV ou de 
tout autre syndrome myeloproliferatif. 

11. Methode selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'elle comprend une etape 
d'hybridation avec au moins une sonde selon Tune des revendications 8 a 9. 

12. Methode selon la revendication 10 ou 11, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
etape d'amplification par reaction PCR avec au moins une paire d ! amorces selon Tune 
des revendications 8 a 9. 

13. M6thode selon Tune des revendications 10 a 12, caracterisee en ce qu'elle est 
effectuee sur les ARNm d'un individu et comprenant une reaction RT-PCR. 

14. Methode selon Tune des revendications 10 k 12, caracterisee en ce quelle comprend 
une etape d' amplification au moyen desdites amorces, suivie par une etape 
d'hybridation avec au moins une sonde, de preference deux sondes qui s'hybrident en 
condition de forte stringence aux sequences correspondant a la region de la mutation 
G1849T et la detection du signal produiF paries marqueurs desdites sondes, les sondes 
et amorces etant definies a la revendication 8 ou 9. 
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15. Methode ex vivo ou in vitro pour d6tecter la presence ou Tabsence du variant JAK2 
V617F dans un echantiilon d ! un patient atteint ou susceptible de d6velopper la PV ou 
tout autre syndrome myeloproliferatif comprenant : 

a) Pobtention d'un Echantillon du patient, 
5 b) la detection de la presence ou de Fabsence du variant JAK2 V6 1 7F, 

caract6risee en ce que la presence dudit variant est une indication de la PV ou de tout 
autre syndrome myeloproliferatif. 

16. Methode selon la revendication 15 comprenant la mise en contact de l ! 6chantillon 
10 avec un anticorps specifique du variant V617F de la proteine JAK2, de preference un 

anticorps capable de faire la distinction entre le variant V617F et la proteine JAK2 non 
mutee. 

17. M6thode selon la revendication 16, caracterisee en ce que les anticorps sont des 
15 anticorps monoclonaux ou polyclonaux, simple chaine ou double chaine, des anticorps 

chimeriques, humanises ou des portions de molecules d'immunoglobuline comprenant 
les portions connues de Tetat de la technique comme correspondant aux fragments de 
liaison a Tantigene [fragment humain, humain, F(ab')2 et F(v)]. 

20 18. Methode selon la revendication 1 7, caracterisee en ce qu'il s'agit d f un test ELIS A. 

19. Anticorps monoclonal reconnaissant specifiquement le variant JAK2 V617F. 

20. Hybridome produisant un anticorps selon la revendication 1 8. 

25 

21. Kit pour detecter le variant JAK2 V617F dans une tumeur comprenant une ou 
plusieurs amorces ou sondes telles que definies a la revendication 8 ou 9 pom* la 
detection specifique de la presence ou de Tabscence de la mutation G1849T dans le 
gene JAK2. 

30 

22. Kit pour determiner si un patient est atteint de la polyglobulie de Vaquez ou de tout 
autre syndrome myeloproliferatif impliquant le variant JAK2 V617F comprenant une ou 
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15. Methode ex vivo ou in vitro pour detecter la presence ou l'absence du variant JAK2 
V617F dans un echantillon d'un patient atteint ou susceptible de developper la PV ou 
tout autre syndrome myeloproliferatif comprenant : 

a) 1'obtention d'un echantillon du patient, 
5 b) la d6tection de la presence ou de l'absence du variant JAK2 V6 1 7F, 

caracterisee en ce que la presence dudit variant est une indication de la PV ou de tout 
autre syndrome myeloproliferatif. 

16. Methode selon la revendication 15 comprenant la mise en contact de l'echantillon 
10 avec un anticorps specifique du variant V617F de la proteine JAK2, de preference un 

anticorps capable de faire la distinction entre le variant V617F et la proteine JAK2 non 
mutee. 

17. Methode selon la revendication 16, caracterisee en ce que les anticorps sont des 
15 anticorps monoclonaux ou polyclonaux, simple chame ou double chaine, des anticorps 

chimeriques, humanises ou des fragments de liaison a l'antigene F(ab')2 et F(v). 

18. Methode selon la revendication 17, caracterisee en ce qu'il s'agit d'un test ELISA. 
20 19. Anticorps monoclonal reconnaissant specifiquement le variant JAK2 V617F. 

20. Hybridome produisant un anticorps selon la revendication 19. 

21. Kit pour detecter le variant JAK2 V617F dans une tumeur comprenant une ou 
25 plusieurs amorces ou sondes telles que defrnies a la revendication 8 ou 9 pour la 

detection specifique de la presence ou de 1'abscence de la mutation G1849T dans le 
geneJAK2. 

22. Kit pour d6terminer si un patient est atteint de la polyglobulie de Vaquez ou de tout 
autre syndrome myeloproliferatif impliquant le variant JAK2 V617F comprenant une ou 
plusieurs sondes ou amorces telles que defrnies a la revendication 8 ou 9 pour la 
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15. Methode ex vivo ou in vitro pour detecter la presence ou P absence du variant JAK2 
V617F dans un echantillon d f un patient atteint ou susceptible de developper la PV ou 
tout autre syndrome myeloproliferatif comprenant : 

a) l'obtention d'un 6chantillon du patient, 
5 b) la detection de la presence ou de l'absence du variant JAK2 V61 7F, 

caracterisee en ce que la presence dudit variant est une indication de la PV ou de tout 
autre syndrome myeloproliferatif. 

16. Methode selon la revendication 15 comprenant la mise en contact de Pechantillon 
10 avec un anti corps specifique du variant V617F de la proteine JAK2, de preference un 

anticorps capable de faire la distinction entre le variant V617F et la proteine JAK2 non 
mutee. 

17. Methode selon la revendication 16, caracterisee en ce que les anticorps sont des 
15 anticorps monoclonaux ou polyclonaux, simple chaine ou double chaine, des anticorps 

chimeriques, humanises ou des fragments de liaison a 1'antigene F(ab')2 et F(v). 

18. Methode selon la revendication 17, caracterisee en ce qu'il s'agit d ! un test ELISA. 
20 1 9, Anticorps monoclonal reconnaissant specifiquement le variant JAK2 V6 1 7F. 

20. Hybridome produisant un anticorps selon la revendication 19. 

21. Kit pour detecter le variant JAK2 V617F dans une tumeur comprenant une ou 
25 plusieurs amorces ou sondes telles que definies a la revendication 8 ou 9 pour la 

detection specifique de la presence ou de Tabscence de la mutation G1849T dans le 
gene JAK2. 

22. Kit pour determiner si un patient est atteint de la polyglobulie de Vaquez ou de tout 
30 autre syndrome myeloproliferatif impliquant le variant JAK2 V617F comprenant une ou 
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plusieurs sondes ou amorces telles que definies a la revendication 8 ou 9 pour la 
detection specifique de la presence ou de l'absence de la mutation G1849T dans le gene 
JAIC2. 

23. Kit selon la revendication 21 ou 22 comprenant en outre au moins un element choisi 
parmi une polymerase thermoresistante pour 1 'amplification PCR, une ou plusieurs 
solutions pour 1 'amplification et/ou l'etape d 'hybridation, ainsi que tout reactif 
permettant la detection du marqueur. 

24. Kit pour determiner si un patient est atteint de la polyglobulie de Vaquez ou de tout 
autre syndrome myeloproliferatif impliquant le variant JAK2 V617F comprenant un 
anticorps selon la revendication 19. 

25. siRNA capable de diminuer de plus de 50% ou encore de plus de 95% l'expression 
du variant JAK2 V61 7F selon la revendication 1 . 

26. siRNA selon la revendication 25, caracterise en ce qu'il possede de 19 a 25 
nucleotides, de preference 21 nucleotides de long, la sequence d'un premier brin etant 
identique et la sequence d'un deuxieme brin etant complementaire a la sequence SEQ ID 
No 3, SEQ ID No 4 ou encore la sequence SEQ ID No 1 1 comprenant le nucleotide 
mutet 1849 . 

27. siRNA selon la revendication 25 ou 26, caracterise en ce qu'il induit une diminution 
superieure a 80% ou 95% de l'expression de JAK2 V617F et qu'il n'induit qu'une 
diminution inferieure a 25% ou 5% de l'expression de JAK2 sauvage. 

28. Procede permettant de determiner l'inhibition specifique de JAK2 V617F par un ou 
plusieurs composes comprenant les etapes consistant a : 

a) mettre en contact un ou plusieurs composes avec la proteine JAK2 V617F selon la 
revendication 1, une fraction membranaire comprenant JAK2 V617F, ou encore une 
cellule exprimant JAK2 V61 7F selon la revendication 4 dans des conditions appropriees 
pour une fixation et/ou de l'inhibition et, 
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b) une detection de la fixation specifique et/ou de ^inhibition de JAK2 V617F. 

29. Precede de criblage comprenant une succession de tests selon la revendication 28 de 
plusieurs molecules et une etape dc selection des molecules presentant une IC50 pour 
JAK2 V617F inferieure k 1 jjM, de preference 100 nM. 

30. Precede selon la revendication 29 comprenant en outre une selection negative des 
molecules qui possedent une IC50 pour JAK2 inf&rieure a 5 jjM ou 1 |iM. 

3L Precede de criblage in vitro selon l r une des revendication 28 a 30 dans lequel on 
determine par immunoprecipitation 1'inhibition de la phosphorylation de JAK2 V61 7F. 

32. Precede de criblage in vivo selon Tune des revendication 28 a 30 sur des cellules 
primaires progenitrices CD34+ JAK2 V617F qui sont capables de se differencier sans 
erythropoietine (Epo) ou sur des lignees cellulaires devenues facteur independantes par 
introduction du variant JAK2 V617F. 



33. Precede de criblage in vivo selon l ! une des revendication 28 a 32 au moyen d ! une 
cellule selon la revendication 4. 

34. Proced6 pour ^identification de candidats medicaments comprenant les etapes 
consistant a : 

a) administrer des composes k un animal transg&iique non humain exprimant JAK2 
V617F tel que defini a Tune des revendi cations 5 a 7, ledit animal reproduisant la 
polyglobulie de vaquez et/ou etant atteint d'un syndrome myeloproliferatif associe a la 
presence de JAK2 V6 1 7F, 

b) determiner Teffet du compose ct s61ectionner les candidats medicaments pour 
lesquels on observe une diminution ou un blocage de la proliferation et de la 
differenciation spontan6es des erythroblastes de polyglobulie de vaquez ou une 
diminution de la proliferation cellulaire associe a la presence de JAK2 V617F. 
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35. Procede selon l*une des revendi cations 28 a 34, caracterisd en ce que le compose est 
un siRNA selon Tune des revendications 25 a 27. 

5 36. Utilisation des SiRNA selon Tune des revendications 25 a 27 pour la fabrication 
d'un medicament. 

37. Utilisation selon la revendication 36 pour la preparation dhin medicament destine au 
traitement des hemopathies malignes, en particulier les syndromes myeloproliferatifs 

10 comprenant la Polyglobulie de Vaquez, la thrombocythenie essentielle, la 
splenomegalie myeloTde ou myelofibrose primitive. 

38. Utilisation selon la revendication 36 pour la preparation d f un medicament destine au 
traitement des syndromes myeloproliferatifs associees a la mutation JAK2 V617F, et 

15 des autres hemopathies malignes et des tumeurs solides tels que des carcinomes, des 
melanomes et des neuroblastomes, qui expriment JAK2 V617F. 

39. Composition comprenant un siRNA selon Tune des revendications 25 a 27 et un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

20 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> Assistance Publique - Hopitaux de Paris (AH-HP) 

{INSfiS? Nati ° nal dS la Santi et de la ^cherche Medical, 
Institut Gustave Roussy (IGR) 

University de Versailles - Saint-Quentin-en-Yvelines 
Umversite Paris-Sud 

<120> Identification d-une mutation de JAK2 impliquee dans le 
Polyglobulie de Vaquez 

<130> D 22 707 / 241 699 

<160> 14 

<170> Patientln version 3.3 

<210> l 

<211> 1132 

<212> PRT 

<213> homo sapiens 



<220> 

<223> variant *JAK2 V617F. 
<400> 1 

Met Gly Met Ala Cys Leu Thr Met Thr Glu Met Glu Gly Thr Ser Thr 
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15 



Ser Ser lie Tyr Gin Asn Gly Asp He Ser Gly Asn Ala Asn Ser Met 
20 25 30 

Lys Gin He Asp Pro Val Leu Gin Val Tyr Leu Tyr His Ser Leu Gly 
35 40 45 

Lys Ser Glu Ala Asp Tyr Leu Thr Phe Pro Ser Gly Glu Tyr Val Ala 
50 55 60 

Glu Glu He Cys He Ala Ala Ser Lys Ala Cys Gly He Thr Pro Val 

65 70 75 



SO 



Tyr His Asn Met Phe Ala Leu Met Ser Glu Thr Glu Arg He Trp Tyr 
85 90 ~~ 95 

Pro Pro Asn His Val Phe His He Asp Glu Ser Thr Arg His Asn Val 
100 105 no 

Leu Tyr Arg He Arg Phe Tyr Phe Pro Arg Trp Tyr Cys Ser Gly Ser 
115 120 125 

Asn Arg Ala Tyr Arg His Gly He Ser Arg Gly Ala Glu Ala Pro Leu 
130 135 140 

Leu Asp Asp Phe Val Met Ser Tyr Leu Phe Ala Gin Trp Arg His Asp 
145 150 155 160 

Phe Val His Gly Trp He Lys Val Pro Val Thr His Glu Thr Gin Glu 
1& 5 170 175 
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Glu Cys Leu Gly Met Ala Val Leu Asp Met Met Arg He Ala Lys Glu 
180 185 190 

Asn Asp Gin Thr Pro Leu Ala He Tyr Asn Ser He Ser Tyr Lys Thr 
X95 200 205 

Phe Leu Pro Lys Cys He Arg Ala Lys He Gin Asp Tyr His He Leu 
210 ~ 215 220 

Thr Arg Lys Arg He Arg Tyr Arg Phe Arg Arg Phe He Gin Gin Phe 
225 " 230 235 240 

Ser Gin Cys Lys Ala Thr Ala Arg Asn Leu Lys Leu Lys Tyr Leu He 
245 250 255 

Asn Leu Glu Thr Leu Gin Ser Ala Phe Tyr Thr Glu Lys Phe Glu Val 
260 265 270 

Lys Glu Pro Gly Ser Gly Pro Ser Gly Glu Glu He Phe Ala Thr He 
275 ' 280 285 

He He Thr Gly Asn Gly Gly He Gin Trp Ser Arg Gly Lys His Lys 
290 295 300 

Glu Ser Glu Thr Leu Thr Glu Gin Asp Leu Gin Leu Tyr Cys Asp Phe 
305 310 315 320 

Pro Asn He He Asp Val Ser He Lys Gin Ala Asn Gin Glu Gly Ser 
325 330 335 

Asn Glu Ser Arg Val Val Thr He His Lys Gin Asp Gly Lys Asn Leu 
340 345 350 

Glu He Glu Leu Ser Ser Leu Arg Glu Ala Leu Ser Phe Val Ser Leu 
355 • 360 365 

He Asp Gly Tyr Tyr Arg Leu Thr Ala Asp Ala His His Tyr Leu Cys 
370 375 380 

Lys Glu Val Ala Pro Pro Ala Val Leu Glu Asn He Gin Ser Asn Cys 
385 390 395 400 

His Gly Pro He Ser Met Asp Phe Ala He Ser Lys Leu Lys Lys Ala 
405 410 415 

Gly Asn Gin Thr Gly Leu Tyr Val Leu Arg Cys Ser Pro Lys Asp Phe 
420 425 430 

Asn Lys Tyr Phe Leu Thr Phe Ala Val Glu Arg Glu Asn Val He Glu 
435 440 445 

Tvr Lys His Cys Leu He Thr Lys Asn Glu Asn Glu Glu Tyr Asn Leu 
450 455 460 

Ser Gly Thr Lys Lys Asn Phe Ser Ser Leu Lys Asp Leu Leu Asn Cys 
465 470 475 480 

Tyr Gin Met Glu Thr Val Arg Ser Asp Asn He He Phe Gin Phe Thr 
485 490 495 



lei uepui 
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Lys Cys Cys Pro Pro Lys Pro Lys Asp Lys Ser Asn Leu Leu Val Phe 
500 505 510 

Arg Thr Asn Gly Val Ser Asp Val Pro Thr Ser Pro Thr Leu Gin Arg 
515 520 525 

Pro Thr His Met Asn Gin Met Val Phe His Lys He Arg Asn Glu Asp 
530 535 540 

Leu He Phe Asn Glu Ser Leu Gly Gin Gly Thr Phe Thr Lys He Phe 
545 550 555 560 

Lys Gly Val Arg Arg Glu Val Gly Asp Tyr Gly Gin Leu His Glu Thr 
565 570 575 

Glu Val Leu Leu Lys Val Leu Asp Lys Ala His Arg Asn Tyr Ser Glu 
580 585 59Q 

Ser Phe Phe Glu Ala Ala Ser Met Met Ser Lys Leu Ser His Lys His 
595 600 505 

Leu Val Leu Asn Tyr Gly Val Cys Phe Cys Gly Asp Glu Asn He Leu 
610 615 S20 

Val Gin Glu Phe Val Lys Phe Gly Ser Leu Asp Thr Tyr Leu Lys Lys 
625 630 635 Y Zo 

Asn Lys Asn Cys He Asn He Leu Trp Lys Leu Glu Val Ala Lys Gin 
645 650 655 

Leu Ala Trp Ala Met His Phe Leu Glu Glu Asn Thr Leu He His Glv 
660 665 670 

Asn Val Cys Ala Lys Asn He Leu Leu He Arg Glu Glu Asp Arg Lys 
675 680 685 

Thr Gly Asn Pro Pro Phe He Lys Leu Ser Asp Pro Gly He Ser He 
690 695 700 

70s Pr ° 116 LSU Gln Glu Ar 9 Ile Pro Tr P Val Pro 

Pro Glu Cys He Glu Asn Pro Lys Asn Leu Asn Leu Ala Thr Asp Lys 
725 730 735 

Trp Ser Phe Gly Thr Thr Leu Trp Glu He Cys Ser Gly Gly Asp Lys 
740 745 750 

Pro Leu Ser Ala Leu Asp Ser Gin Arg Lys Leu Gin Phe Tyr Glu Asp 
755 760 765 

Arg His Gin Leu Pro Ala Pro Lys Trp Ala Glu Leu Ala Asn Leu He 
770 775 780 

Asn Asn Cys Met Asp Tyr Glu Pro Asp Phe Arg Pro Ser Phe Arg Ala 
785 790 795 800 

Ile He Arg Asp Leu Asn Ser Leu Phe Thr Pro Asp Tyr Glu Leu Leu 
805 810 815 
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Thr Glu Asm Asp Met Leu Pro Asn Met Arg He Gly Ala Leu Gly Phe 
820 825 830 

Ser Gly Ala Phe Glu Asp Arg Asp Pro Thr Gin Phe Glu Glu Arg His 
835 840 845 

Leu Lys Phe Leu Gin Gin Leu Gly Lys Gly Asn Phe Gly Ser Val Glu 
850 855 860 

Met Cys Arg Tyr Asp Pro Leu Gin Asp Asn Thr Gly Glu Val Val Ala 
865 " 870 875 880 

Val Lys Lys Leu Gin His Ser Thr Glu Glu His Leu Arg Asp Phe Glu 
885 890 895 

Arg Glu He Glu He Leu Lys Ser Leu Gin His Asp Asn He Val Lys 
900 905 910 

Tyr Lys Gly Val Cys Tyr Ser Ala Gly Arg Arg Asn Leu Lys Leu He 
915 920 925 

Met Glu Tyr Leu Pro Tyr Gly Ser Leu Arg Asp Tyr Leu Gin Lys His 
93 0 935 940 

Lys Glu Arg He Asp His He Lys Leu Leu Gin Tyr Thr Ser Gin He 
945 950 955 960 

Cys Lys Gly Met Glu Tyr Leu Gly Thr Lys Arg Tyr He His Arg Asp 
965 970 975 

Leu Ala Thr Arg Asn He Leu Val Glu Asn Glu Asn Arg Val Lys He 
980 985 990 

Gly Asp Phe Gly Leu Thr Lys Val Leu Pro Gin Asp Lys Glu Tyr Tyr 
995 1000 1005 

Lys Val Lys Glu Pro Gly Glu Ser Pro He Phe Trp Tyr Ala Pro 
1010 1015 1020 

Glu Ser Leu Thr Glu Ser Lys Phe Ser Val Ala Ser Asp Val Trp 
1025 1030 1035 

Ser Phe Gly Val Val Leu Tyr Glu Leu Phe Thr Tyr He Glu Lys 
1040 1045 1050 

Ser Lys Ser Pro Pro Ala Glu Phe Met Arg Met He Gly Asn Asp 
1055 1060 1065 

Lys Gin Gly Gin Met He Val Phe His Leu He Glu Leu Leu Lys 
1070 1075 1080 

Asn Asn Gly Arg Leu Pro Arg Pro Asp Gly Cys Pro Asp Glu He 
1085 1090 1095 

Tyr Met He Met Thr Glu Cys Trp Asn Asn Asn Val Asn Gin Arg 
1100 1105 1110 

Pro Ser Phe Arg Asp Leu Ala Leu Arg Val Asp Gin He Arg Asp 
1115 1120 1125 



Asn Met Ala Gly 
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1130 

<210> 2 

<211> 5097 

<212> ADN 

<213> homo sapiens 

<220> 

<223> mutation G1849T dans le gene jak2. 
<400> 2 

ctgcaggaag gagagaggaa gaggagcaga agggggcagc agcggacgcc gctaacggcc 60 

tccctcggcg ctgacaggct gggccggcgc ccggctcgct tgggtgttcg cgtcgccact 120 

tcggcttctc ggccggtcgg gcccctcggc ccgggcttgc ggcgcgcgtc ggggctgagg 180 

gctgctgcgg cgcagggaga ggcctggtcc tcgctgccga gggatgtgag tgggagctga 240 

gcccacactg gagggccccc gagggcccag cctggaggtc gttcagagcc gtgcccgccc 300 

cggggcttcg cagaccttga cccgccgggt aggagccgcc cctgcgggct cgagggcgcg 360 

ctctggtcgc ccgatctgtg tagccggttt cagaagcagg caacaggaac aagatgtgaa 42 0 

ctgtttctct tctgcagaaa aagaggctct tcctcctcct cccgcgacgg caaatgttct 480 

gaaaaagact ctgcatggga atggcctgcc ttacgatgac agaaatggag ggaacatcca 540 

cctcttctat atatcagaat ggtgatattt ctggaaatgc caattctatg aagcaaatag 600 

atccagttct tcaggtgtat ctttaccatt cccttgggaa atctgaggca gattatctga 660 

cctttccatc tggggagtat gttgcagaag aaatctgtat tgctgcttct aaagcttgtg 720 

gtatcacacc tgtgtatcat aatatgtttg ctttaatgag tgaaacagaa aggatctggt 780 

atccacccaa ccatgtcttc catatagatg agtcaaccag gcataatgta ctctacagaa 840 

taagatttta ctttcctcgt tggtattgca gtggcagcaa cagagcctat cggcatggaa 900 

tatctcgagg tgctgaagct cctcttcttg atgactttgt catgtcttac ctctttgctc 960 

agtggcggca tgattttgtg cacggatgga taaaagtacc tgtgactcat gaaacacagg 1020 

aagaatgtct tgggatggca gtgttagata tgatgagaat agccaaagaa aacgatcaaa 1080 

ccccactggc catctataac tctatcagct acaagacatt cttaccaaaa tgtattcgag 1140 

caaagatcca agactatcat attttgacaa ggaagcgaat aaggtacaga tttcgcagat 12 00 

ttattcagca attcagccaa tgcaaagcca ctgccagaaa cttgaaactt aagtatctta 1260 

taaatctgga aactctgcag tctgccttct acacagagaa atttgaagta aaagaacctg 1320 

gaagtggtcc ttcaggtgag gagatttttg caaccattat aataactgga aacggtggaa 13 80 

ttcagtggtc aagagggaaa cataaagaaa gtgagacact gacagaacag gatttacagt 144 0 

tatattgcga ttttcctaat attattgatg tcagtattaa gcaagcaaac caagagggtt 15 00 
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caaatgaaag 


ccgagttgta 


actatccata 


agcaagatgg 


taaaaatctg 


gaaattgaac 


1560 


ttagctcatt 


aagggaagct 


ttgtctttcg 


tgtcattaat 


tgatggatat 


tatagattaa 


1620 


ctgcagatgc 


acatcattac 


ctctgtaaag 


aagtagcacc 


tccagccgtg 


cttgaaaata 


1680 


tacaaagcaa 


ctgtcatggc 


ccaatttcga 


tggattttgc 


cattagtaaa 


ctgaagaaag 


1740 


caggtaatca 


gactggactg 


tatgtacttc 


gatgcagtcc 


taaggacttt 


aataaatatt 


1800 


ttttgacttt 


tgctgtcgag 


cgagaaaatg 


tcattgaata 


taaacactgt 


ttgattacaa 


1860 


aaaatgagaa 


tgaagagtac 


aacctcagtg 


ggacaaagaa 


gaacttcagc 


agtcttaaag 


1920 


atcttttgaa 


ttgttaccag 


atggaaactg 


ttcgctcaga 


caatataatt 


ttccagttta 


1980 


ctaaatgctg 


tcccccaaag 


ccaaaagata 


aatcaaacct 


tctagtcttc 


agaacgaatg 


2040 


gtgtttctga 


tgtaccaacc 


tcaccaacat 


tacagaggcc 


tactcatatg 


aaccaaatgg 


2100 


tgtttcacaa 


aatcagaaat 


gaagatttga 


tatttaatga 


aagccttggc 


caaggcactt 


2160 


ttacaaagat 


ttttaaaggc 


gtacgaagag 


aagtaggaga 


ctacggtcaa 


ctgcatgaaa 


2220 


cagaagttct 


tttaaaagtt 


ctggataaag 


cacacagaaa 


ctattcagag 


tctttctttg 


2280 


aagcagcaag 


tatgatgagc 


aagctttctc 


acaagcattt 


ggttttaaat 


tatggagtat 


2340 


gtttctgtgg 


agacgagaat 


attctggttc 


aggagtttgt 


aaaatttgga 


tcactagata 


2400 


catatctgaa 


aaagaataaa 


aattgtataa 


atatattatg 


gaaacttgaa 


gttgctaaac 


2460 


agttggcatg 


ggccatgcat 


tttctagaag 


aaaacaccct 


tattcatggg 


aatgtatgtg 


2520 


ccaaaaatat 


tctgcttatc 


agagaagaag 


acaggaagac 


aggaaatcct 


cctttcatca 


2580 


aacttagtga 


tcctggcatt 


agtattacag 


ttttgccaaa 


ggacattctt 


caggagagaa 


2640 


taccatgggt 


accacctgaa 


tgcattgaaa 


atcctaaaaa 


tttaaatttg 


gcaacagaca 


2700 


aatggagttt 


tggtaccact 


ttgtgggaaa 


tctgcagtgg 


aggagataaa 


cctctaagtg 


2760 


ctctggattc 


tcaaagaaag 


ctacaatttt 


atgaagatag 


gcatcagctt 


cctgcaccaa 


2820 


agtgggcaga 


attagcaaac 


cttataaata 


attgtatgga 


ttatgaacca 


gatttcaggc 


2880 


cttctttcag 


agccatcata 


cgagatctta 


acagtttgtt 


tactccagat 


tatgaactat 


2940 


taacagaaaa 


tgacatgtta 


ccaaatatga 


ggataggtgc 


cctagggttt 


tctggtgcct 


3000 


ttgaagaccg 


ggatcctaca 


cagtttgaag 


agagacattt 


gaaatttcta 


cagcaacttg 


3060 


gcaagggtaa 


ttttgggagt 


gtggagatgt 


gccggtatga 


ccctctacag 


gacaacactg 


3120 


gggaggtggt 


cgctgtaaaa 


aagcttcagc 


atagtactga 


agagcaccta 


agagactttg 


3180 


aaagggaaat 


tgaaatcctg 


aaatccctac 


agcatgacaa 


cattgtaaag 


tacaagggag 


3240 


tgtgctacag 


tgctggtcgg 


cgtaatctaa 


aattaattat 


ggaatattta 


ccatatggaa 


3300 



gtttacgaga 
acacatctca 
atctggcaac 
ggttaaccaa 
gtcccatatt 
atgtttggag 
gtccaccagc 
tccatttgat 
atgagatcta 
ttagggatct 
gaccttcatt 
tggactatta 
aaaatatctg 
aagacattaa 
ttaacatcac 
gacctgaaaa 
tagtttttac 
gagggctggt 
acttcactat 
gttcatttat 
tgtactgtaa 
fcttccctgac 
tttattatgg 
ccaaattttt 
caggaatatt 
ttatgctcat 
atggatagct 

gaggggtttc 

aaatgaggta 
aattcataac 



ctatcttcaa 
gatatgcaag 
gagaaatata 
agtcttgcca 
ctggtatgct 
ctttggagtg 
ggaatttatg 
agaacttttg 
tatgatcatg 
agctcttcga 
ctgagaccaa 
ttacatatat 
ctcaaaactt 
tgagaattcc 
tcttgtctgg 
aattattatg 
cacagtggat 
gttcattaat 
acaaacaaat 
atcgctggcc 
atatttttca 
cctaaataat 
tttcccttgt 
ctaagactac 
gtcatccttt 
gaactaaatt 
cattaagaag 
agaattttgc 
aataagtaaa 
gtgtatcttt 



aaacataaag 
ggtatggagt 
ttggtggaga 
caagacaaag 
ccagaatcac 
gttctgtatg 
cgtatgattg 
aagaataatg 
acagaatgct 
gtggatcaaa 
agtagattta 
cattattata 
tcaaagttta 
ttagcaagga 
caaaagaaaa 
taaattttgc 
gtataatacc 
actgttttct 
taagatgttc 
agcattataa 
cataaaggga 
acattttgaa 
atctatttgt 
tatgaadagt 
gagctgctga 
taagcttaag 
tgcagcaggt 
attgcagtca 
aaagtatgct 
aagaaaaatg 



aacggataga tcacataaaa cttctgcagt 3360 
atcttggtac aaaaaggtat atccacaggg 3420 
acgagaacag agttaaaatt ggagattttg 3480 
aatactataa agtaaaagaa cctggtgaaa 3540 
tgacagagag caagttttct gtggcctcag 3600 
aacttttcac atacattgag aagagtaaaa 3660 
gcaatgacaa acaaggacag atgatcgtgt 3720 
gaagattacc aagaccagat ggatgcccag 3780 
ggaacaataa tgtaaatcaa cgcccctcct 384 0 
taagggataa catggctgga tgaaagaaat 3900 
cagaacaaag ttttatattt cacattgctg 3 960 
taaatcatga tgctagccag caaagatgtg 4 020 
gtaagttttt cttcatgagg ccaccagtaa 4080 
ttttgtaaga agtttcttaa acattgtctg 4140 
aaaatagact ttttcaactc agctttttga 4200 
aatgttaaag atgcacagaa tatgtatgta 42 60 
ttggcatctt gtgtgatgtt ttacacacat 4320 
aatttttcca tagttaatct ataattaatt 4380 

agataattga ataagtacct ttgtgtcctt 4440 

gcaggtgtat acttttagct tgtagttcca 4500 

acaaatgtct agttttattt gtataggaaa 4560 

atgaaacaag cttacaaaga tataatctat 462 0 

ggtgaatgtg ttttttaaat ggaactatct 4680 

tttcttttaa aattttgaga ttaagaatgc 4740 

ctgccaataa cattcttcga tctctgggat 4800 

ccataaaata gattagattg ttttttaaaa 4860 

taagaatfctt ttcctaaaga ctgtatattt 4920 

tagaagagat ttatttcctt tttagagggg 4980 

tgttaatttt attcaagaat gccagtagaa 5040 

agcatacatc ttaaatcttt tcaatta 5097 
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<210> 3 

<211> 554 

<212> ADN 

<213> homo sapiens 



<223> fragment de la SEQ ID No 2 avec la mutation G1849T. 

ctcac-atgaa ccaaatggtg tttcacaaaa tcagaaatga agatttgata tttaatgaaa 
gccttggcca aggcactttt acaaagattt ttaaaggcgt acgaagagaa gtaggagact 
acggtcaact gcatgaaaca gaagttcttt taaaagttct ggataaagca cacagaaact 
attcagagtc tttctttgaa gcagcaagta tgatgagcaa gctttctcac aagcatttgg 
ttttaaatta tggagtatgt ttctgtggag acgagaatat tctggttcag gagtttgtaa 
aatttggatc actagataca tatctgaaaa agaataaaaa ttgtataaat atattatgga 
aacttgaagt tgctaaacag ttggcatggg ccatgcattt tctagaagaa aacaccctta 
ttcatgggaa tgtatgtgcc aaaaatattc tgcttatcag agaagaagac aggaagacag 
gaaatcctcc tttcatcaaa cttagtgatc ctggcattag tattacagtt ttgccaaagg 
acattcttca ggag 



<210> 4 

<211> 94 

<212> ADN 

<213> homo sapiens 



<223> fragment de la SEQ ID No 3 avec la mutation G1849T. 
<400> 4 

gatgagcaag ctttctcaca agcatttggt tttaaattat ggagtatgtt tctgtggaga 
cgagaatatt ctggttcagg agtttgtaaa attt 



<210> 5 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle « 
<220> 

<223> AMORCE DE PCR (54 804-54 82 3) 

<400> 5 

gggtttcctc agaacgttga 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
554 



60 
94 
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<210> 6 
<211> 21 
<212> ADN 



i er uepoi 
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<213> Sequence artif icielle . 
<220> 

<223> AMORCE DE PCR (5524 0-55260). 

<4oo> e 

ttgctttcct ttttcacaag a 

<210> 7 

<21l> 20 

<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle . 
<220> 

<223> AMORCE DE SEQUENCE (54813-54832). 

<400> 7 

cagaacgttg atggcagttg 

<210> 8 

<211> 27 

<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle . 
<220> 

<223> AMORCE DE S EQUENQAGE (55207-55233). 

<400> 8 

tgaatagtcc tacagtgttt tcagttt 

<210> 9 

<211> 21 

<212> ADN" 

<213> Sequence artif icielle . 
<220> 

<223> AMORCE DE PCR ET SEQUENCE (1386-1407) 

<400> 9 

caacctcagt gggacaaaga a 

<210> 10 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle . 
<220> 

<223> AMORCE DE PCR ET SEQUENCE (2019-2041). 

<400> 10 

gcagaatatt tttggcacat aca 



<210> 11 

<211> 42 

<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle . 



1er depot 
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<220> 

<223> SONDES SNPS ET DETECTION DE MUTATION ET siARN (1829-1870) . 
<400> 11 

ttttaaatta tggagtatgt gtctgtggag acgagaatat tc 42 



<210> 12 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> homo sapiens 

<220> 

<223> Sequence comprenant la mutation G1849T. 

<400> 12 

tatggagtat gtttctgtgg aga 23 

<210> 13 

<211> 21 

<212> ARN 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> mis cofeature 

<222> (20) . . (21) 

<223> n est T 

<220> 

<223> siARN sens 

<400> 13 

uggaguaugu uucuguggan n 21 

<210> 14 

<211> 21 

<212> ARN 

<213> homo sapiens 

<220> 

<221> misc_f eature 

<222> (20) . . (21) 

<223> n est T 

<220> 

<223> siARN antisens. 



<400> 14 

uccacagaaa cauacuccan n 
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